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論　文　の　内　容　の　要　旨
　季節的な日長の変化によって花成が誘導される生理現象を光周性花成誘導と呼ぶ。近年，モデル植物であ
るシロイヌナズナとイネを用いた分子遺伝学的解析により，花成誘導に関与する数多くの遺伝子が単離・解
析され，分子機構に対する理解が急速に深まりつつある。しかしながら，シロイヌナズナは条件的長日植物，
イネは条件的短日植物であり，光周性のみに着目して研究を進めるのは困難である。そこで本研究では，不
適当な日長条件では全く花芽を形成せず， 回の短日処理で完全に花成誘導する絶対的短日植物アサガオ（品
種ムラサキ）を用い，光周性花成誘導の分子メカニズムの一端を解明することを目的とした。
　アサガオでは，短日条件となる連続暗期の後半に花成が成立することが知られていることから，蛍光ディ
ファレンシャル・ディスプレイ法を用い，この時間帯に特異的に発現変化する遺伝子の単離を行った。その
結果，誘導暗期後半で mRNA 蓄積量が増加する 4 種類の新規遺伝子を得た。この中からシロイヌナズナ
で光周性花成誘導促進因子として知られている青色光受容体遺伝子の相同遺伝子 PnCRY1 について解析を
進めた。
　光周性花成誘導における日長の計測には，内生の計時機構と外界からの光シグナルの認識が不可欠であ
る。この光シグナルの受容には，赤色／遠赤色光受容体である PHY と青色光受容体である CRY が主に関
与していると考えられている。シロイヌナズナには 2 種類の CRY 遺伝子が存在し（CRY1，CRY2），青色
光による概日時計の同調と花成誘導特異的な転写制御因子である C0 遺伝子の転写後制御を介して花成促進
的に機能することが知られているが，これまで短日植物の花成誘導における CRY の機能に関する報告は無
かった。PnCRY1 に加え CRY2 の相同遺伝子（PnCRY2）も単離し，解析した。発現解析の結果，PnCRY1
は暗期終了時にピークをもつ日周変動を示したのに対し，PnCRY2 は明期終了時にピークをもつ日周変動を
示した。これら遺伝子の発現は連続暗（DD），連続明（LL）条件下において約 24 時間周期のサーカディア
ンリズムを保持したことから，内生の概日時計によって制御されていることが示唆された。シロイヌナズナ
の CRY1，CRY2 は共に，明期に発現のピークを示すことから，アサガオの CRY1 遺伝子は逆位相の発現様
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式を示すことが判った。また，PnCRY，PnCRY2 にそれぞれ特異的なポリクローナル抗体を作製し，タン
パク質レベルでの発現変動を解析した結果，PnCRY はタンパク質レベルでも日周変動を示すこと，さらに，
PnCRY，2 共に青色光依存的な光分解を受けることが明らかとなった。シロイヌナズナでは CRY2 のみが
日周変動性や青色光依存的な光分解を示し，CRY は光照射に対して安定であることが知られていることか
ら，アサガオの CRY タンパク質の光安定性が異なることが判明した。続いて，PnCRY，2 の機能解析を
目的とし，過剰発現体および発現抑制体の表現型を解析した。過剰発現体では胚軸および茎の極端な伸長抑
制，発現抑制体では伸長の促進が観察されたため，アサガオの CRY も他の植物と同様に胚軸および茎の伸
長抑制に関与することが判った。そこで，花成誘導における機能を明らかにするため，形質転換体の花成反
応を調査した。アサガオは 0 時間より長い暗期を  回与えるだけで花芽が誘導され，形成される花芽の数
は暗期の長さに比例して増加することから， 回の暗処理によって誘導される花芽の数，もしくは花芽を形
成した個体の割合を指標とし，花成反応を評価した。播種後 7 日目の芽生えに 0～ 時間の暗処理を  回
与えた結果，PnCRY1，2 共に，過剰発現体においては形成される花芽数が減少し，発現抑制体においては
形成花芽数が増加する傾向が観察された。これらの結果はアサガオの CRY が花成抑制的に機能することを
示唆し，シロイヌナズナの CRY とは逆の機能をもつことを示している。以上より，青色光受容体 CRY に
ついて多くの点で条件的長日植物のシロイヌナズナとの相違が明らかになったが，これらは，アサガオが短
日植物であること，光周期に極めて敏感に反応することと関連する可能性がある。これらの点に着目し，ア
サガオの光周性花成誘導における青色光シグナルの作用に関するモデルを提案した。
　一方，シロイヌナズナでは GI，CO，FT の 3 遺伝子が概日時計の出力系としての花成誘導制御の主要な
経路を構成することが最近明らかとなってきた。そこで，これら 3 つの因子の中でも最上流で機能すると考
えられている概日時計関連因子 GI に着目し，アサガオの花成誘導経路の主要経路を明らかにすることを試
みた。アサガオから GI 相同遺伝子（PnGI）の全長 cDNA を単離し，詳細な発現解析を行った。PnGI の発
現は連続暗（DD），連続明（LL）条件下において約 24 時間周期の概日リズムを示した。また，短日（SD），
長日（LD）条件下においては，明期終了時に発現のピークをもつ日周変動を示した。これらの結果は，シ
ロイヌナズナとイネにおいて報告されている GI 遺伝子の発現様式と一致しており，GI の発現制御機構がさ
まざまな植物種間において保存されていることを示唆している。また，光中断（NB）処理における PnGI 
mRNA の発現変化を解析した結果，有意な変化は見られなかったことから，光中断による花成抑制効果は，
概日時計の位相変化によるものではない可能性も示された。さらに，アサガオの花成誘導における PnGI の
機能解析を目的とし，CaMV35S プロモーターによる PnGI 過剰発現体の花成反応を調査した。2 時間暗期
の短日処理を  回与えた場合，PnGI 過剰発現体では形成花芽数の減少が観察された。この結果は，PnGI が
花成誘導に対して抑制的に機能することを示唆し，シロイヌナズナの GI とは逆の機能をもつことを示して
いる。また，PnGI の下流で機能すると考えられる CO 相同遺伝子（PnCO）および FT 相同遺伝子（PnFTL）
の発現を，PnGI 過剰発現体において解析したところ，PnCO の発現上昇および PnFTL の発現低下が見られ
た。これらの結果から，PnGI は PnCO の転写活性化，さらには PnFTL の発現抑制を介し，花成抑制的に
機能する可能性が示された。
　本研究により，アサガオにおける青色光受容体遺伝子 PnCRY1，PnCRY2 の機能を解析し，絶対的短日植
物の花成誘導における青色光シグナルの作用に関するモデルを提案した。また，シロイヌナズナやイネの花
成制御における主要な経路である GI-CO-FT の遺伝子カスケードの存在をアサガオにおいて検証し，絶対
的短日要求性の植物における暗期長計測のメカニズムに関するモデルを提案した。以上の結果は，アサガオ
の花成誘導メカニズムの基本骨格を初めて明らかにしたものであり，光周性花成誘導の分子基盤を明らかに
する上で，非常に意義深いものである。
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審　査　の　結　果　の　要　旨
　本研究は，光周性花成のモデル植物であるアサガオの利点を最大限に活用し，他の植物では解析が困難な
絶対的短日植物における花成誘導機構に対する青色光シグナルと概日リズムの関与について，分子メカニズ
ムの一端を明らかにしたものである。新規遺伝子を多数単離し，mRNA レベルとタンパク質レベルで発現
解析を行い，主要な遺伝子については形質転換植物を作出して花成における機能を逆遺伝学的に明らかにし
た。主に解析した青色光受容体と概日時計と光周性花成を結ぶ因子（GI）では，シロイヌナズナやイネと
は異なる性質が多数あることを示し，中でもこれら遺伝子の機能が逆の花成抑制的である点を明らかにした
点は高く評価できる。さらに，概日時計からの出力系の遺伝子カスケードである GI → CO → FT について，
アサガオでは花成誘導条件である  回の短日条件において花成抑制的であることを示し，植物の多様性の研
究としても非常に注目される結果を得た。本研究は，アサガオの絶対的短日性の花成誘導の基本骨格を初め
て明らかにしたものであり，光周性花成誘導の分子基盤を明らかにする上で極めて重要な知見である。
　以上のように，光周性花成誘導における花成誘導の分子メカニズムの一端を明らかにした本研究は，花成
誘導のメカニズムを明らかにする上で重要な基礎的知見を提供するものであり，生物学に関する研究の発展
に多大な貢献をするものと強く期待される。
　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
